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摘 要 : 抗生素 长 期 滥用 导致 了 人 体内 菌 群 失调 及 细菌 耐 药 性 的 产生 ， 因 此 需要 寻找 新 型 、 靶 向 抗菌 方 
法 来 治疗 耐 药 细菌 的 感染 。 近 年 来 ，CRISPR/Cas 系统 的 深入 研究 为 设计 特异 性 鞭 向 耐 药 基因 ， 定 向 清除 耐 
药 细菌 的 药物 提供 了 新 的 思路 。 在 此 ， 本 文 介绍 了 CRISPR/Cas 系统 作为 新 型 抗菌 方法 ， 通 过 靶 向 切割 抗 
性 质粒 或 细菌 基因 组 以 实现 对 耐 药 基因 或 病原 菌 的 特异 性 清除 ， 并 对 CRISPR 抗菌 药 的 不 同类 型 核酸 酶 的 
选择 ， 以 及 CRISPR 递送 系统 的 运载 工具 进行 了 评价 。 
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The progress of CRISPR/Cas system used as antimicrobials 
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Abstract: Antibiotics are used to arrest essential bacterial signaling and/or metabolic pathways, causing 
bacterial cell death. Overuse and misuse of antibiotics have led to dysbacteriosis and drug resistance. The 
application of CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)/Cas (CRISPR associated) 
systems provides a new method to kill the drug-resistant microbes specifically by designing programmable 
sequence-specific antimicrobials. Currently, the most efficient CRISPR/Cas systems are type I and type II as a 
novel antimicrobial tool in selective removal of bacterial pathogens. Bacteriophage has been developed as a 
delivery vehicle, but the membrane vesicles had more potential for transporting the CRISPR/Cas systems into the 


targeted resistant pathogen. 
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由 于 抗生素 的 滥用 , 越 来 越 多 的 耐 药 细菌 不 断 从 医院 或 实验 室 中 被 分 离 出 来 , 细菌 耐 药 
性 逐渐 成 为 一 项 严重 的 全 球 性 健康 问题 。 同时 , 传统 抗生素 通过 阻 断 细菌 新 陈 代 谢 途径 或 信 
号 通路 使 细菌 致死 , 但 往往 难以 区 分 病原 菌 与 有 益 微 生物 , 导致 了 人 体内 的 菌 群 失 调 及 细菌 
耐 药 性 的 产生 。 根 据 英 国政 府 2014 年 发 布 的 一 份 报告 中 指出 ， 如 果 没 有 寻找 到 新 的 抗菌 方 
法 ， 耐 药 细菌 的 感染 预计 到 2050 年 将 导致 全 球 每 年 1000 万 人 死亡 中 。 因此 ， 和 迫切 需要 开 
发 一 种 新 型 的 抗菌 方法 来 治疗 耐 药 细菌 的 感染 ， 并 且 特 异性 清除 病原 菌 。 
近 些 年 来 ， 一 种 人 工 核酸 内 切 酶 技术 一 一 CRISPR/Cas 的 问世 为 细菌 耐 药性 问题 提供 了 
全 新 的 解决 思路 。CRISPR/Cas 系统 是 存在 于 大 部 分 细菌 和 古 细 菌 体内 的 一 种 用 来 抵抗 外 源 
遗传 物质 入 侵 ， 如 叭 菌 体 或 外 源 质粒 的 获得 性 免疫 系统 ， 由 CRISPR 重复 序列 及 其 串联 的 
cas 基因 组 成 种。 根据 其 特异 性 的 cas 基因 ，CRISPR/Cas 系统 可 分 为 三 类 ， 即 工 型 、 开 型 和 
II 型 。 三 种 类 型 都 含有 共同 的 基因 casl 和 cas2， 每 种 类 型 又 都 有 各 自 的 特定 基因 分 别 为 : 
cas3、cas9 和 cas10。 其 中 ， 开 型 CRISPR/Cas9 系统 的 开发 凭借 着 其 成 本 低廉 ， 操 作 方 便 
效率 高 等 优点 ， 已 逐渐 成 为 继 锌 指 核酸 内 切 酶 (ZFN )、 类 转录 激活 因子 效应 物 核酸 酶 
(TALEN) 之 后 的 第 三 代 基 因 组 编辑 技术 ， 被 广泛 地 应 用 于 基因 组 编辑 领域 。 
基于 CRISPR/Cas 系统 的 基因 编辑 原理 是 切 制 DNA 并 定向 修复 。 在 真 核 细胞 中 ， 切 割 
的 DNA 通过 普遍 存在 的 机 制 ， 例 如 : 同 源 重组 (Homologous-directed repair, HDR) 或 非 同 源 
末端 连接 (Non-homologous end joining, NHEJ 被 有 效 修复 B]。 然 而 ,在 细菌 中 由 于 缺乏 非 同 
源 末端 连接 机 制 由 ， 细 菌 不 能 对 CRISPR/Cas 核酸 酶 所 产生 的 DNA 双 链 切割 进行 修复 而 死 
亡 。 因 此 ， 利 用 CRISPR/Cas ASHE YH DNA 造成 细菌 致死 的 能 力 ， 可 将 其 发 展 成 为 一 
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© 种 高 效 、 可 特异 性 清除 细菌 的 新 型 抗菌 方法 。 


© 1 CRISPR/Cas 核酸 酶 选择 


` 不 同类 型 的 CRISPR/Cas 系统 都 是 通过 切割 DNA 或 RNA 来 作为 细菌 抵抗 外 源 遗 传 物 
Z HERRALA, PERL, 1AN Cas3 与 本 型 Cas9 皆 表 现 为 清除 病原 菌 的 强 有 力 核酸 
f. 特性 。 开 型 系统 的 CRISPR/Cas9 是 目前 在 基因 组 编辑 领域 最 常用 到 的 基因 编辑 工具 ， 其 
[em 本 结构 包括 三 个 序列 区 ， 即 : traerRNA (trans-activating crRNA, tracrRNA) 序列 区 、Cas 
序列 区 以 及 CRISPR 序列 区 P31。 当 系统 发 挥 功能 时 CRISPR 序列 区 就 会 转录 形成 crRNA， 

然后 与 一 段 tracrRNA 形成 二 元 复合 物 成 为 sgRNA(single guide RNA). HF ssRNA 上 含有 
— Bt 20 nt 的 间隔 序列 ， 该 序列 可 与 目标 DNA 靶 序 列 碱 基 互 补 配对 ， 进 而 引导 Caso 核酸 酶 
xr Jt tr 908 88-7] UIS. 1)。 不 过 , 由 于 Cas9 核酸 酶 的 这 种 DNA 双 链 前 切 原 理 , 使 DNA 
修复 机 制 不 仅 存在 于 真 核 生 物 中 ， 在 个 别 原核 生物 体内 也 发 现存 在 类 似 的 修复 机 制 。 如 Cui 
和 Bikard 报道 了 在 大 肠 杆菌 中 通过 额外 的 拷贝 进行 同 源 重组 从 而 修复 基因 组 DNA 的 现象 外 
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Target(20 bp) PAM 
CGTAGCTCAGTCTACGTGCGCTAGCTTGG 
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sgRNA 
3'UUUUUUCG 


1 来 自 酿 脓 链球 菌 的 Cas9 核酸 酶 (黄色 ) 依靠 ssRNA( 红 色 ) 引 导 从 而 靶 向 目标 DNA. 24 sgRNA 与 位 于 5-NGG-3' 
相 邻 基 序 (protospacer adjacent motif, PAM) 上 游 的 DNA 靶 序 列 〈 顶 部 链 上 的 蓝 色 ) 碱 基 互补 配对 时 ，Cas9 核酸 酶 便 在 PAM 
序列 上 游 的 3bp SEETHER Y] o 

Figure 1 The Cas9 nuclease from S. pyogenes (in yellow) is targeted to genomic DNA by a sgRNA. The guide 


sequence pairs with the DNA target (blue bar on top strand), directly upstream of a requisite 5'-NGG adjacent 
motif (PAM; red). Cas9 mediates a DSB -3 bp upstream of the PAM (red triangle). 


而 在 I 型 系统 中 ，Cas3 同时 具有 ssDNA 核酸 外 切 酶 和 3'-5' 解 旋 酶 活性 2&I0， 在 3-577 
向 上 切割 并 降解 DNA， 从 而 导致 台 序 列 上 游 的 大 部 分 DNA BAU, Pld, FET KE 
杆菌 基因 组 中 的 CasI-E 系统 需要 4-7 SEAR, BD Casl-3 和 CasA-E( 也 称 为 Csel、Cse2、 
Cas7、Cas5 和 Cas6e) (图 202)。 其 作用 机 制 是 : CasA-E 与 crRNA 结合 形成 Cascade 复合 体 ， 
其 中 Cas7 亚 基 构成 该 系统 复合 体 的 主干 ，crRNA 的 3' 端 与 Cas6e 亚 基 结合 ， 而 5' 端 的 结合 
包含 一 个 Cas7 亚 基 或 Cas5 或 Csel。 随 后 ，Cascade 复合 体 通过 Cas3 的 介 导 识别 目标 DNA 
序列 ， 并 且 在 PAM 位 点 5' 末 端的 7 nt 序列 处 切割 目标 DNA 序列 ， 最 终 导致 DNA 降解 。 
Gomaa 等 人 0 的 研究 表明 大 肠 杆 菌 LE 系统 作为 可 编程 抗菌 药 的 实用 性 , 在 内 源 和 异 源 表 达 
时 表现 出 一 定 的 活性 ,并且 可 对 菌株 间 共 有 的 基因 组 序列 进行 多 种 菌 种 同时 清除 。 此 外 ， 
Yosef 等 人 [也 采取 了 类 似 的 方法 来 清除 大 肠 杆菌 含 抗生素 抗 性 的 质粒 ， 提 高 了 其 对 抗生素 
敏感 性 进而 杀 死 大 肠 杆 菌 。 相 比 于 目前 常用 的 开 型 系统 CRISPR/Cas9, 1 W RARER, 
并 且 其 可 持续 降解 靶 序 列 上 游 DNA 片段 的 能 力 可 造成 DNA. 几乎 没有 被 修复 的 可 能 性 。 
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2 (a) Cascade 复合 体 结构 。(b) Cascade 识别 目标 DNA 序列 示意 图 上 。 

Figure 2 (a) Cascade's complex structure. (b) Schematic diagram of Cascade identifying the target 


DNA sequence l?! 


2 CRISPR/Cas 系统 的 运载 工具 


2.1 EREA CRISPR/Cas 系统 运载 体 的 应 用 
就 目前 来 说 ，CRISPR 技术 的 发 展 对 于 高 效 且 特 异性 清除 病原 菌 面临 的 最 重要 挑战 是 如 
何 有 效 地 将 CRISPR/Cas 系统 向 不 同 的 细菌 运送 ， 这 就 需要 寻找 一 种 高 效 的 运载 工具 。 最 常 
用 到 的 运载 工具 是 唉 菌 体 0623， 其 通过 尾部 的 尾 纤维 蛋白 与 宿主 细菌 表面 相应 分 子 相 结合 。 
尾 丝 和 相应 受 体 结合 后 起 到 两 个 功能 : 固着 哈 菌 体 以 及 引起 尾 丝 和 尾 甘 和 蛋白 构象 改变 , 使 得 
尾 管 得 以 接触 细菌 表面 。 尾 管 具有 溶菌 酶 活性 ， 可 降解 细菌 细胞 壁 并 插入 细菌 体内 ， 同 时 收 
缩 的 尾 峭 得 以 将 核酸 注射 入 细菌 体内 [多 。 例 如 ，Citorik RJ 等 09 利用 叭 菌 粒 转 导 来 传递 
CRISPR/Cas9 系统 。 该 系统 包含 有 靶 向 肠 出 血性 大 肠 杆菌 体内 质粒 上 的 耐 药性 基因 序列 ,并 
最 终 有 效 地 从 细菌 中 去 除了 这 些 质粒 ， 使 细菌 又 恢复 对 抗生素 的 敏感 性 ，Chen J 等 2 利用 
Wi E LY SEE] CRISPR/Cas9 对 含有 毒 力 基因 的 金黄 色 葡 萄 球菌 进行 序列 特异 性 清除 。 并 且 
这 种 方法 能 够 有 效 去 除 携带 抗 性 基因 的 质粒 ， 从 而 使 细菌 对 抗生素 重新 敏感 化 。 当 使 用 噬 菌 
体 作为 运载 工具 时 ， 常 用 的 有 两 种 整合 CRISPR/Cas 系统 的 方式 : 将 系统 整合 进 吹 菌 粒 
(phagemid) 或 者 整合 进 噬 菌 体 基因 组 内 〈 图 314)。 叭 菌 粒 是 同时 包含 有 质粒 复制 原点 和 
抗生素 抗 性 选择 标记 的 丝 状 哈 菌 体 衍 生 载体 。 其 几乎 不 会 编码 任何 影响 细胞 生理 的 额外 哈 菌 
体 成 分 ， 只 是 含有 丝 状 体 噬 菌 体 的 间隔 区 (intragenic region，IG) 和 衣 壳 蛋白 编码 序列 08。 当 
整合 进 基因 组 中 时 要 比 整 合 吻 菌 粒 更 加 繁琐 和 费时 , 但 相 较 于 叭 菌 粒 , 噬菌体 基因 组 可 避免 
细菌 体内 对 外 源 DNA 的 降解 与 修饰 。 


China npimlbmfj wEBBITII 
ChinaXiv 合 作 期 刊 


A Phage anatomy B Forms of DNA encoding CRISPR antimicrobials 
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3 4% CRISPR/Cas 系统 整合 到 险 菌 粒 或 吹 菌 体 基 因 组 中 ， 用 于 了 吹 菌 体 的 包装 和 细胞 内 传递 171。 
Figure 3 The CRISPR/Cas system is integrated into the phagemid or phage genome for packaging and 
intracellular delivery! ! 

RIEZ Sh, eA AE CRISPR/Cas 系统 最 大 的 障碍 就 是 其 不 具有 宿主 广 谱 性 。 常 用 的 
哈 菌 体 仅仅 只 能 吸附 一 种 或 一 类 细菌 ， 这 种 狭 罕 的 吸附 范围 对 利用 哈 菌 体 作为 通用 
CRISPR/Cas 系统 运载 工具 是 一 个 很 大 的 挑战 09]。 针 对 这 个 问题 ， 研 究 人 员 也 在 探索 一 些 解 
决 方案 。 一 种 方法 是 使 用 “鸡尾酒 ”(cocktai) 疗 法 ， 即 多 种 唆 菌 体 组 合 在 一 起 ,以 扩大 对 更 
多 的 细菌 侵 染 P429。 理 论 上 ， 只 要 “鸡尾酒 ”疗法 包含 的 噬菌体 种 类 越 多 ， 其 覆盖 宿主 的 范 
围 就 会 越 大 ， 进 而 造成 对 多 种 病原 菌 的 有 效 杀 伤 。Zaczek M. 等 的 利用 唉 菌 体 鸡尾酒 疗法 对 
20 例 链 球菌 感染 受 试 者 进行 治疗 ， 结 果 显 示 其 疗效 得 到 显著 提高 。 另 一 种 方法 是 通过 改变 
或 交换 尾部 负责 与 细菌 细胞 表面 结合 的 纤维 蛋白 来 拓宽 其 广 谱 性 。 Ando H 等 RY 开发 了 一 种 
通过 交换 尾 纤维 基因 ， 从 而 改变 了 DNA 的 传递 范围 的 只 菌 体 ， 该 噬菌体 可 以 容纳 相关 唉 菌 
体 的 尾 纤维 蛋白 ， 从 而 使 其 能 够 传递 给 不 同 的 肠 道 细菌 。Yosef SEP! 开发 了 展示 各 种 噬 菌 
体 尾部 /尾部 纤维 蛋白 的 杂交 颗粒 用 于 T7 Ue Pa eS DNA 的 宿主 范围 。 这 些 模块 化 颗粒 被 
编程 为 将 DNA. 包装 并 转 导 到 限制 T7 叭 菌 体 繁殖 的 宿主 中 。 同 时 还 开发 了 一 种 创新 的 可 普 
遍 使 用 的 平台 ， 该 平台 能 够 通过 人 造 尾 高 效 转 导 DNA 来 增强 DNA 转移 到 新 的 宿主 。 
在 体内 试验 中 ,已 有 相关 文献 表明 利用 哈 菌 体 作为 CRISPR/Cas 系统 的 运载 体 时 ， 能 够 
发 挥 靶 癌 清 除 临 床 相关 病原 菌 的 作用 [051624。 然 而 ， 就 目前 来 说 基于 叭 菌 体 的 递送 系统 在 实 
际 的 临床 治疗 中 还 尚 存 一 些 缺 陷 , 例如 在 体内 试验 时 较 低 的 递送 效率 、 狭窄 的 宿主 范围 以 及 
潜在 的 通过 广义 转 导 转移 毒 力 基因 的 可 能 性 中。 针对 这 些 问 题 ，Park J Y SUS 
CRISPR/Cas9 系统 整合 到 温和 噬菌体 基因 组 中 , 一定 程度 上 克服 了 基于 哈 菌 体 递 送 的 这 些 缺 
点 , 提高 了 向 裔 细胞 传递 的 效率 。 并 且 通 过 补充 哈 菌 体 的 尾 纤 维和 蛋白 来 扩大 宿主 特异 性 ， 从 
宿主 菌株 中 去 除 毒 力 因子 基因 以 防止 噬菌体 裂解 物 中 有 害 细菌 产物 的 污染 以 及 避免 了 通过 
广义 转 导 毒 力 基因 的 扩散 。 因 此 ， 利 用 哈 菌 体 携带 CRISPR/Cas 系统 作为 抗菌 药 的 功效 在 临 
床 治 疗 的 应 用 中 仍然 具有 较 大 的 潜力 。 
2.2 利用 细胞 外 圳 泡 运 载 CRISPR/Cas 系统 

活 细胞 产生 的 胞 外 宫 泡 按照 分 泌 它 们 的 细胞 种 类 不 同 而 有 不 同 的 命名 , 一 般 被 称 为 膜 事 
泡 (membrane vesicles, MVs) RIBA hÆ (extracellular vesicles, EVs). 由 革 兰 氏 阴 性 菌 
分 泌 的 圳 泡 被 称 为 外 膜 圳 泡 Couter membrane vesicles, OMVs); HE = R BE PETS 2) ea 
被 称 为 膜 泡 (membrane vesicles, MVs) ; if] FH ECEZZRUIEL 7) 2 B5] 3780 WEAR 73 / P I (exosome) - 
尽管 最 初 被 认为 是 细胞 裂解 而 随机 产生 的 , 但 现在 已 经 确定 MVs 通过 活 细胞 分 泌 产 生 P627， 
由 脂 质 双 分 子 层 包 于 而 形成 的 球 型 时 泡 ， 其 分 子 直 径 在 10-500 nm 之 间 。 其 可 携带 细胞 的 多 
种 成 分 ， 如 脂 多 糖 (lipopolysaccharide，LPS)、 毒 素 、 胆 固 醇 、 畏 碰 脂 、 以 及 核酸 等 物质 B93。 
目前 ， 尽 管 人 们 对 细胞 如 何 结合 与 摄取 MVs 的 机 制 尚 不 明确 ， 似 乎 不 同 的 摄取 途径 与 
受 体 细胞 的 种 类 不 同 有 关 B3， 但 利用 细胞 具有 分 泌 和 摄取 MVs 的 生物 学 特性 ， 即 以 MVs 
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作为 新 型 的 疫苗 传递 载体 ， 通 过 MVs 与 细胞 表面 配 体 的 相互 接触 ， 从 而 将 效应 分 子 递送 至 
目的 细胞 ， 完 成 细胞 之 间 的 物质 交换 B233] (图 4)， 己 受到 研究 者 们 的 广泛 关注 B331。 例 如 
2017 年 Kim 等 B59 将 癌 细 胞 分 泌 的 MVs 作为 CRISPR/Cas9 系统 的 载体 ， 实 现 了 体内 误 向 清 
除 癌 细胞 。 本 实验 室 中 ] 利 用 大 肠 杆 菌 分 泌 的 外 膜 吉 泡 作为 靶 向 无 乳 链球 菌 的 CRISPR/Cas9 
系统 的 运载 体 ， 以 混合 培养 的 方式 实现 了 低 效 特异 地 清除 无 乳 链球 菌 。 


O iS) Q Q © Recombination/ 
x 5S N replication 

Free DNA \ 
N 


Donor cell » Q Recipient cell 


Membrane vesicles 


图 4 膜 囊 泡 (MVs) 介 导 的 HGT JRHXB 1T ELSE TER VI DADA MRM, Sá ES SPUR SE TL RO ee 
触 时 ， 可 将 核酸 递送 至 受 体 细胞 完成 HGT 过 程 P1。( 人 参考 文献 [27] 进 行 修改 ) 

Figure 4 Membrane-vesicle (MV) mediated horizontal gene transfer from a donor to a recipient cell. Membrane 
vesicles (10—500 nm in diameter) may contain nucleic acids in the lumen or bound to the surface. Upon lysis DNA 


in the lumen will be sensitive to nucleases. (partially adapted from the reference [27]) 


表 1 MVs 介 导 的 细菌 之 间 水 平 基因 转移 PC 

Table 1 membrane vesicles mediated HGT in prokaryotes!?” 
遗传 物质 供 体 细胞 受 体 细胞 参考 文献 
Genetic material Donor cells Recipient cells Reference 
质粒 DNA Ha WE " 
Plasmid DNA Neisseria gonorrhoeae N. gonorrhoeae 
质粒 与 噬菌体 DNA ik 大 肠 杆菌 iis 
Plasmid and phage DNA E. coli E. coli 
Ve DNA D WII " 
Phage DNA E. coli Salmonella enterica 

革 兰 氏 阴 性 菌 | 质粒 DNA 鲍 曼 不 动 杆菌 鲍 曼 不 动 杆菌 B7 

Gram-negative Plasmid and Acinetobacter baumannii A. baumannii 

bacteria 质粒 DNA 不 动 杆菌 不 动 杆菌 和 大 肠 杆菌 ies 
Plasmid and Acinetobacter baylyi A. baylyi and E. coli 
基因 组 F HRS DL SF to e ie 
Chromosomal DNA Porphyromonas gingivalis P. gingivalis 
基因 组 与 质粒 DNA 嗜 热 栖 热 菌 和 栖 热 菌 MEHR TE 
Chromosomal DNA and Scotoductus T. thermophiles and T. thermophilus [39 
plasmid DNA Thermus scotoductus > i 

革 兰 氏 阳 性 AI 基因 组 瘤 骨 球菌 和 £538 Fi ERTR 瘤胃 球菌 

Gram-positive Ruminococcus sp. and ] [40 

: Chromosomal DNA ; Ruminococcus sp. 
bacteria Ruminococcus albus 


当前 将 MVs 用 于 携带 CRISPR/Cas 系统 靶 向 清除 病原 菌 的 研究 较 少 ， 原 因 可 能 与 细菌 
在 自然 条 件 下 分 泌 MVs 量 低 有 关 B。 同 时 革 兰 氏 阳 性 菌 与 革 兰 氏 阴 性 菌 相 比 ， 由 于 其 具有 
比 革 兰 氏 阴性 菌 更 厚 的 细胞 壁 而 进一步 增加 了 膜 泡 的 融合 难度 , 从 而 产生 更 低 的 膜 泡 传递 效 
率 P。 不 过 ， 已 有 研究 证 实 细菌 的 水 平 基 因 转移 (horizontal gene transfer, HGT) 与 MVs 
密切 相关 〈 表 121), B HGT 的 发 生 是 以 细菌 分 泌 的 MVs 为 运载 体 而 传递 的 。 因 此 ， 从 理 
论 上 ,利用 细菌 分 泌 的 MVs, 通过 与 病原 菌 的 非特 异性 融合 ,是 可 以 将 CRISPR/Cas 系统 导 
入 病原 菌 菌 体 ， 进 而 对 其 靶 向 清除 。 为 验证 这 一 推论 ， 我 们 实验 室 构 建 了 具有 靶 向 剪 切 无 乳 
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链球 菌 毒 力 因 子 CAMP 编码 基因 cfb 的 CRISPR/Cas9 穿梭 质粒 ， 然 后 以 无 靶 向 剪 切 作 用 的 
原始 穿梭 质粒 为 对 照 ， 以 大 肠 杆菌 X6097 为 供 体 细胞 ， 通 过 与 罗 非 鱼 源 高 致 病 性 无 乳 链球 
(Streptococcus asgalactiae) 的 混合 培养 和 无 乳 链球 菌 菌落 计数 分 析 ， 检 验 质粒 能 否 经 X6097 
传递 而 消除 无 乳 链球 菌 。 结 果 显 示 , 在 具有 特异 性 筛选 无 乳 链球 菌 和 质粒 抗 性 的 平板 上 没有 
产生 菌落 ， 而 对 照 实 验 平板 上 产生 了 少数 菌落 ， 对 这 些 菌 落 的 PCR 分 析 皆 证 实 了 穿梭 质粒 
的 存在 。 同 时 ， 对 混合 培养 上 清 的 MVs 制备 和 PCR 分 析 也 证 实 了 在 MVs 中 确实 存在 有 穿 
梭 质 粒 , 从 而 证 实 大 肠 杆菌 能 够 将 所 含 质粒 低 效 率 地 转 入 无 乳 链 球菌 体内 并 特异 性 清除 无 乳 
链球 菌 ，MVs 在 该 质粒 转化 过 程 中 发 挥 着 关键 作用 。 该 研究 为 利用 MVs 为 递送 载体 用 于 递 
送 CRISPR/Cas 系统 进行 特异 性 清除 病原 菌 提供 了 事实 依据 中 1。 


3 未 来 发 展 及 展望 


CRISPR/Cas 抗菌 药 由 于 其 对 病原 菌 序 列 特异 性 清除 的 优点 ， 而 成 为 一 种 十 分 有 潜力 蔡 
代 传 统 抗生素 的 新 型 抗菌 武器 。 但 也 应 注意 ，CRISPR/Cas 系统 也 有 可 能 对 体内 有 益 微生物 
产生 一 定 的 杀伤 作用 ， 如 Cas 核酸 酶 在 体内 的 高 表达 易 造 成 对 非 靶 DNA 序列 的 切割 中。 在 
此 ， 我 们 也 提出 一 种 设想 ， 在 仅仅 转 入 含 细菌 特异 性 靶 点 的 sgRNA 序列 的 情况 下 ， 利 用 细 
菌 本 身 CRISPR/Cas 系统 对 其 自身 序列 进行 切 制作 用 ， 进 而 杀 死 细菌 。 该 方法 可 以 避免 Cas 
核酸 酶 对 有 益 微生物 甚至 人 体 细胞 的 非 训 向 切割 ， 并 简化 了 转 入 的 质粒 ， 降 低 了 操作 难度 。 
然而 ， 该 方法 仅 限于 具有 功能 活性 的 CRISPR/Cas 系统 的 细菌 ， 并 且 对 CRISPR/Cas 位 点 的 
表达 和 遗传 稳定 性 很 敏感 。 

同时 , 基于 哈 菌 体 和 膜 泡 等 递送 系统 的 有 效 性 和 安全 性 方面 尚 有 不 足 。 尽管 目前 除 上 述 


| 


两 种 递送 系统 外 ， 还 有 其 他 运载 工具 被 开发 出 来 ， 如 Kang 5: AF! JE Hi SET RA WIN 
纳米 颗粒 ， 将 Cas9-sgRNA 核糖 核 蛋白 复合 物 递送 至 细菌 细胞 ， 但 其 效率 也 十 分 低 ， 终 究 不 


能 达到 病原 菌 防治 的 地 步 。 因 此 ，CRISPR/Cas 抗菌 药物 的 治疗 从 实验 室 走 向 动物 模型 再 到 
人 体 应 用 仍然 还 有 很 长 的 路 要 走 。 不 过 ， 利 用 CRISPR/Cas 系统 作为 抗菌 药 的 思路 是 十 分 新 
颖 也 十 分 有 潜力 的 。 例 如 ， 可 以 设计 含有 多 种 病原 菌 特异 性 靶 点 的 CRISPR/Cas 质粒 由]， 再 
转 入 乳酸 菌 等 益生 菌 体 内 。 当 人 体 食用 后 ， 乳 酸 菌 可 分 泌 携带 有 CRISPR/Cas 质粒 的 膜 泡 ， 
与 肠 道 菌 群 进行 非特 异性 融合 并 清除 病原 菌 ,进而 调节 肠 道 菌 群 。 尽管 利用 膜 泡 作为 运载 工 
有 具 的 传递 效率 低 2?43,， 但 长 期 存在 于 肠 道 的 益生 菌 将 会 对 病原 菌 起 到 一 定 防治 作用 ， 降 低 人 
体感 染病 原 菌 的 几率 。 相 信 在 未 来 高 效 且 便捷 的 递送 系统 将 会 被 开发 出 来 , 同时 CRISPR/Cas 
系统 自身 脱衣 性 也 会 得 到 圆满 解决 ， 从 而 推动 该 系统 成 为 蔡 代 传统 抗生素 的 新 型 抗菌 武器 。 
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